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Синтез новых форм гидроксиапатита (ГА) и исследование их взаимодействия с живыми клетками
являются перспективным направлением современных нанотехнологий в области химии и клеточ-
ной биологии. Проведен сравнительный анализ взаимодействия наночастиц ГА различного проис-
хождения с живыми клетками. С помощью метода сканирующей электронной микроскопии пока-
зано, что частицы нативного ГА (НГА), выделенного из нативной костной ткани, в несколько раз
превышают размеры синтетического ГА (СГА), синтезированного методом осаждения. Размер пор
и удельная поверхность у СГА более чем в 3 раза превышают аналогичные параметры НГА. Присут-
ствие СГА в культуральной среде вместе с мезенхимными стромальными клетками снижает их ад-
гезию, распластанность и пролиферацию в отличие от присутствия частиц НГА, которые практиче-
ски не оказывают негативного влияния на рост и размножение живых клеток.
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ВВЕДЕНИЕ
Использование наночастиц размером 1–

100 нм для физических, биомедицинских и фар-
мацевтических задач обусловлено их уникальны-
ми физическими, химическими и биологически-
ми свойствами [1, 2]. Благодаря достижениям со-
временных нанотехнологий стало возможно не
только синтезировать, но и исследовать свойства
широкого спектра наноразмерных объектов.
Перспективным материалом для использования в
регенеративной медицине является гидроксиапа-
тит (ГА), свойства которого зависят как от соста-
ва, так и от размера кристаллов. Гидроксиапатит
является природной минеральной формой апати-
та кальция Ca10(PO4)6(OH)2, который, например,
составляет до 70 мас. % человеческой кости и зу-
бов. Гидроксиапатит широко использовался в ка-
честве наполнителя для замены ампутированной
кости или в качестве покрытия, способствующего
врастанию кости в протезы во многих хирургиче-
ских областях, таких как реконструктивные опе-
рации [3, 4] и дентальная имплантология [5]. Гид-
роксиапатит также используется для восстанов-
ления ранних повреждений эмали зубов [6].

Помимо костной пластики, благодаря высокой
биосовместимости и биоактивности ГА успешно

применяется в производстве косметики и средств
гигиены. Использование наноразмерных форм
ГА в биомедицинских областях постоянно растет
благодаря высокой эффективности генной транс-
фекции при доставке лекарств, а также хорошим
механическим свойствам. Отметим, что физико-
химические и структурные свойства фосфатов
кальция сильно зависят от условий их приготов-
ления [7–9]. Они могут быть изготовлены с исполь-
зованием множества различных методов, таких как
гидротермальный синтез, золь-гель-синтез, влаж-
но-химическое осаждение и микроволновая обра-
ботка [10–13]. Широкое распространение полу-
чил ГА, выделенный из природных источников
[14]. В зависимости от происхождения, синтети-
ческого или природного, ГА имеет свои достоин-
ства и недостатки. Небольшое количество срав-
нительных исследований по применению ГА
различного происхождения к биологическим
объектам не позволяет дать однозначного заклю-
чения и выделить преимущества того или иного
способа получения ГА или источников его сырья.

Во многих работах показано, что в зависимо-
сти от физико-химических свойств ГА может вы-
зывать различные биологические реакции [15–
17]. Было показано, что на клетки и ткани после
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имплантации оказывают влияние не только про-
дукты деградации частиц ГА, но и сами частицы,
а также их составляющие, которые могут выхо-
дить из кристаллической структуры ГА при взаи-
модействии с окружающей средой. Имеются дан-
ные по исследованию влияния формы, размеров
или поверхностного заряда частиц ГА на поведе-
ние клеток [18–20].

Несмотря на совокупность уникальных
свойств, широкого спектра способов синтеза, ро-
ста числа применений для биомедицинских за-
дач, природа взаимодействия между наночасти-
цами ГА и клетками еще не полностью изучена
[21, 22].

Целью настоящего исследования является
комплексная оценка влияния частиц ГА синтети-
ческого и природного происхождения, имеющих
различные физико-химические характеристики,
на поведение мезенхимных стромальных клеток
(МСК) костного мозга.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Получение наночастиц ГА методом осаждения.

Синтетические наночастицы ГА (СГА) кальция
получали с помощью метода осаждения из смеси
фосфорной кислоты H3PO4 и нитрата кальция
Ca(NO3)2 в Институте химии СПбГУ [23].

Диапазон pH (10) и температуру синтеза
(240°С) определяли по образованию частиц с
проявлением примесных фаз и хорошей кристал-
личностью. Для смешивания исходных реагентов
использовали магнитные мешалки. Полученную
смесь переносили в автоклав Teflon емкостью
180 мл. Затем проводили нагрев закрытого резерву-
ара и выдерживали его при заданной температуре
в течение одного часа. Образовавшийся белый
осадок отделяли с помощью центрифугирования
(Sigma 2-16P) и промывали дистиллированной
водой чередованием стадий встряхивания и сбора
несколько раз. Далее готовые продукты подверга-
ли сублимационной сушке.

Получение нативного ГА. Нативный ГА (НГА)
[14] был получен коллегами из Института меха-
ники горных пород, из лаборатории композитов
и углеродных материалов (Прага, Чехия). Кости
животных резали на части необходимого размера
и удаляли примеси костного мозга и мягких тка-
ней нагреванием в 2%-ном растворе NaCl при
давлении 0.2 МПа и температуре 150°С. Получен-
ную пастообразную смесь обeзжиривали в рас-
творе ацетона и диэтилового эфира в объемном
соотношении 3:2 на протяжении 24 ч. Далее об-
разцы обрабатывали 4%-ным раствором NaOH
при температуре 70°С в течение 24 ч. После чего
продукт отжигали при температуре 500°С, атмо-
сферном давлении и естественной влажности до
постоянной массы. Полученный материал про-

мывали дистиллированной водой и подвергали
термообработке при 105°С.

МСК костного мозга. Клетки выделяли из
плоских костей таза новорожденного кролика,
высевали (1 ⋅ 106 кл./см2) на чашки Петри и куль-
тивировали в среде αMEM (Sigma, США), содер-
жащей 10% эмбриональной бычьей сыворотки
(Gibco, США) и смесь пенициллина и стрептоми-
цина (Invitrogen, Великобритания), при 5% СО2 и
температуре 37°С. В экспериментах использовали
клетки 2–6 пассажей.

Метод Бренауэра–Эммета–Тейлора (БЭТ).
Удельную поверхность ГА измеряли с помощью
анализатора поверхности NOVA-1200e (США).
Перед началом измерений матрицу измельчали
до частиц размером около 1 мм. Измельченный
образец матрицы массой не меньше 200 мг поме-
щали в ячейку и дегазировали в течение 1.5 ч, ис-
пользуя соответствующий режим прибора. По
разнице масс ячейки после дегазации и пустой
ячейки находили массу высушенного дегазиро-
ванного образца. Далее ячейку помещали в со-
суд Дьюара с жидким азотом и при давлении
30 мм. рт.ст. снимали изотерму адсорбции.

МТТ-тест. Жизнеспособность клеток оцени-
вали с помощью МТТ-теста. Для эксперимента
частицы ГА концентрацией 0.3 г/мл инкубирова-
ли в среде αMEM в течение 5 сут. Среду с части-
цами вносили в лунки 96-луночной платы, куда
потом сеяли МСК (по 3 тыс. на лунку) и добавля-
ли 10% эмбриональной бычьей сыворотки. В ка-
честве контроля использовали клетки, культиви-
руемые в ростовой среде с сывороткой без частиц
ГА. Количество жизнеспособных клеток оцени-
вали после окраски МСК раствором MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bro-
mide) (Sigma, США). МТТ растворяли в среде
αMEM до конечной концентрации 5 мг/мл, вно-
сили в лунку и оставляли на 2 ч. Через 2 ч экспо-
зиции при 5% СО2 и температуре 37°С живые
клетки восстанавливали желтый МТТ до темно-
фиолетовых гранул формазана. Гранулы форма-
зана растворяли диметилсульфоксидом (Sigma,
США) и измеряли оптическую плотность раство-
ра на иммуноферментном анализаторе (“Флюо-
рофот”, ПРОБАНАУЧПРИБОР, Россия) на дли-
не волны 570 нм.

Лазерная сканирующая микроскопия. Для оцен-
ки морфологии клеток в присутствии гидроксиа-
патита МСК окрашивали родамин-фаллоидином
для выявления актинового цитоскелета. Частицы
ГА в концентрации 0.3 г/мл предварительно ин-
кубировали в среде αMEM в течение пяти суток.
Затем ростовую среду с частицами ГА вносили в
чашку Петри с покровным стеклом, на которое
сеяли МСК (10 тыс.) и добавляли 10% эмбрио-
нальной бычьей сыворотки. В качестве контроля
использовали клетки, культивируемые в росто-
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вой среде с сывороткой без частиц ГА. По истече-
нии одних суток культивирования неприкрепив-
шиеся клетки удаляли, прикрепившиеся МСК
промывали раствором PBS (Биолот, Россия) и
фиксировали в 4%-ном растворе формалина (Sig-
ma, США), затем добавляли раствор 0.1%-ного
тритона Х-100 (Sigma, США) и раствор родамина
фаллоидина (10 ед/мл) (Invitrogen, Великобрита-
ния). После каждой обработки препараты три-
жды промывали PBS. Ядра окрашивали DAPI
(Invitrogen, Великобритания). Актиновые фила-
менты визуализировали с помощью сканирую-
щего лазерного конфокального микроскопа
(LSM 5 Pascal, Германия).

Сканирующая электронная микроскопия. Мор-
фологию клеток после семи суток культивирова-
ния оценивали с помощью сканирующей элек-
тронной микроскопии (СЭМ). Образцы фикси-
ровали 1%-ным раствором глутарового альдегида
с последующей обработкой раствором этилово-
го спирта. После фиксации на образцы напыля-
ли тонкий слой платины и исследовали с помо-
щью сканирующего электронного микроскопа
“SUPRA 55VP” (“Carl Zeiss”).

Статистическая обработка результатов. Ста-
тистическую обработку результатов, полученных
в пяти повторениях экспериментов, обрабатыва-
ли в программе “Microsoft Excel 2007”, определяя
среднее значение и стандартную ошибку средне-
го. Для сравнения результатов использовали t-кри-
терий Стьюдента. Различия считали достоверны-
ми при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Структурные свойства наночастиц ГА. При

анализе СЭМ-изображений можно сделать за-
ключение, что размеры НГА варьируются в ши-
роком диапазоне – от десятков до нескольких сот
нанометров. На рис. 1 видно, что НГА в отличие
от СГА собираются в конгломераты, причем доля
конгломератов значительно выше доли наноча-
стиц, размер которых не превышает несколько
нанометров. Также эти конгломераты имеют

плотную структуру в отличие от рыхлой пористой
структуры СГА, который состоит из наночастиц
размером не более 10 нм.

Методом БЭТ были определены удельная по-
верхность и пористость частиц ГА, которые пред-
ставлены в табл. 1. Из таблицы видно, что удель-
ная поверхность и объем пор, занимаемых нано-
частицами СГА, более чем в 3 раза превышает
аналогичные параметры для наночастиц НГА.

Оптическая микроскопия. Важным парамет-
ром, влияющим на свойства клеток, в том числе
на их морфологию, является количество наноча-
стиц ГА, взаимодействующих с клетками, или
концентрация наночастиц в ростовой среде. Для
оценки влияния концентрации наночастиц на
МСК в культуральную среду одновременно с по-
севом клеток вносили разное количество наноча-
стиц ГА – 5, 10 и 20%. По истечении одних суток
после посева МСК в контрольном образце имеют
типичную для этого типа клеток вытянутую вере-
теновидную форму (рис. 2). При добавлении в
культуральную среду разного количества наноча-
стиц СГА вся поверхность культуральной чашки
равномерно покрывается частицами. Независи-
мо от концентрации частиц в инвертированном
оптическом микроскопе присутствия клеток не
наблюдали, что свидетельствует о том, что или
все клетки покрыты наночастицами СГА, или
при одновременном внесении в культуральную
чашку суспензии МСК и наночастиц СГА клетки
не адгезируют на поверхности культурального со-
суда.

При одновременном внесении в культураль-
ную чашку МСК и наночастиц НГА с помощью

Рис. 1.  СЭМ-изображения наночастиц НГА (а) и НГА (б).

200 нм

(а) (б)

200 нм

Таблица 1. Удельная поверхность и пористость частиц
гидроксиапатита

Гидроксиапатит
Объем пор, 

см3/г
Удельная 

поверхность, м2/г

Синтетический 0.19 69.3
Нативный 0.05 13.6
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оптической микроскопии среди осевших частиц
НГА можно наблюдать адгезировавшие и распла-
станные клетки веретеновидной формы. Отме-
тим, что при всех трех концентрациях НГА в ин-
вертированный микроскоп видны клетки среди
осевших частиц (светлые поля). В образцах с со-
держанием НГА 5% можно оценить веретенопо-
добную структуру МСК (рис. 2).

Лазерная сканирующая микроскопия. Для оцен-
ки морфологических особенностей МСК, куль-
тивируемых в присутствии наночастиц ГА, пита-
тельную среду вместе с частицами удаляли, а
клетки фиксировали и окрашивали флуоресцент-
ным красителем. Результаты лазерной скани-
рующей микроскопии представлены на рис. 3.
После одних суток культивирования клетки в
контрольном образце хорошо распластаны.
На рис. 3 видны хорошо сформированные нити
актина по всей площади распластанной клетки.
В присутствии СГА количество адгезировавших
клеток по истечении одних суток после посева су-
щественно уступает контролю. В поле зрения

микроскопа видно только несколько клеток. Сте-
пень распластанности этих клеток также уступает
контролю, клетки в большинстве округлые и ак-
тин сосредоточен в приядерной области. При
описании клеток, культивируемых в присутствии
НГА, наблюдали достаточно большое количество
хорошо распластанных МСК на поверхности
культурального сосуда в присутствии 5% НГА.
Внешний вид клеток и их количество в этом об-
разце не отличаются от контрольного образца –
без наночастиц ГА. При увеличении концентра-
ции НГА в культуральной среде до 10% количе-
ство прикрепившихся к культуральному пластику
клеток существенно уменьшается. В поле зрения
наблюдали только несколько клеток, имеющих
веретеновидную форму, типичную для данного
типа клеток, в отличие от клеток, культивируе-
мых в присутствии такого же количества СГА.
При увеличении концентрации СГА в культу-
ральной среде до 20% количество прикрепивших-
ся клеток и их морфология аналогичны клеткам,
культивируемым в присутствии 10% СГА (рис. 3).

Рис. 2. Микрофотографии МСК в присутствии наночастиц ГА после одних суток культивирования. 5, 10 и 20% – кон-
центрация частиц ГА в питательной среде. 
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Сканирующая электронная микроскопия. Оцен-
ку непосредственного контакта клеток с частица-
ми ГА проводили с помощью СЭМ (рис. 4). После
одних суток культивирования культуральную
среду удаляли, а клетки фиксировали. Данные
СЭМ подтверждают результаты, полученные с
помощью оптической и конфокальной микро-
скопии. При совместном культивировании кле-
ток и СГА при небольшом увеличении наблюдали
полное покрытие СГА всей поверхности чашки.
Отметим, что СГА также частично собирается в
конгломераты, о чем свидетельствуют частицы,
размеры которых достигают нескольких десятков
микрон. При совместном культивировании МСК
с НГА с помощью СЭМ визуализировали поверх-
ность чашки, которая покрыта частицами дис-
кретно. Причем области, не покрытые частица-
ми, занимают распластанные клетки. При более
детальном изучении адгезировавших и распла-
станных клеток наблюдали МСК, покрытые ча-
стицами ГА как природного, так и синтетическо-
го происхождения. В присутствии НГА клетки

покрыты крупными конгломератами, а при вне-
сении СГА клетки покрыты более мелкими ча-
стицами.

МТТ-анализ. Количественную оценку жизне-
способности МСК, культивируемых в присут-
ствии частиц ГА, проводили с помощью МТТ-
анализа. По истечении 1 и 6 сут культивирования
клетки обрабатывали раствором МТТ. Формазон,
образующийся в живых клетках, определяли
спектрофотометрически. На рис. 5 видно, что
присутствие наночастиц ГА в культуральной сре-
де незначительно снижает адгезионную способ-
ность МСК к культуральному пластику. При
дальнейшем культивировании наблюдали незна-
чительный цитотоксический эффект СГА на
культивируемые клетки. После шести суток куль-
тивирования количество клеток в присутствии
СГА уступает количеству клеток в контрольном
образце. Пролиферация МСК в присутствии НГА
не отличается от контроля.

Рис. 3. Организация актинового цитоскелета МСК после одних суток культивирования в присутствии частиц ГА
(окраска родамин-фаллоидином – красный, DAPI – синий); 5, 10 и 20% – концентрация частиц ГА в ростовой среде.
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ОБСУЖДЕНИЕ

Химический состав и кристаллическая струк-
тура наночастиц ГА аналогичны микроструктуре
натуральных костей и зубов [24, 25]. Именно
структура ГА придает особые биологические ха-
рактеристики, такие как неиммуногенность, хо-
рошая биосовместимость, высокая остеокондук-
тивность и остеоиндуктивность [26–28]. Много-
численные исследования продемонстрировали
отличную биосовместимость ГА с различными
клеточными культурами. В [29, 30] представлены
результаты влияния размера наночастиц на адге-
зию и пролиферацию клеток. Однако, как пока-
зало настоящее исследование, не только струк-
турные характеристики и размеры наночастиц
влияют на культивируемые клетки, но и совмест-
ное культивирование клеток и частиц ГА, а также
происхождение частиц.

Результаты, полученные с помощью прямых
методов диагностики: электронной, оптической

и конфокальной микроскопии, демонстрируют
идентичную зависимость поведения клеток от
вида ГА. При культивировании МСК в присут-
ствии СГА частицы полностью покрывают по-
верхность чашки вместе с клетками. При внесе-
нии в чашку МСК вместе с НГА наблюдается дис-
кретное распределение частиц по поверхности
чашки. Даже с помощью инвертированного мик-
роскопа можно фиксировать распластанные
клетки между частицами НГА. Полученные ре-
зультаты могут быть объяснены двумя процесса-
ми. Первая причина дискретного распределения
НГА на поверхности культуральной чашки связа-
на с интенсивным взаимодействием МСК с ча-
стицами НГА. Клетки активно раздвигают части-
цы НГА, оседающие из питательной среды на по-
верхность культурального сосуда. При этом в
чашках с СГА такой картины не наблюдается, что
может быть причиной отсутствия какого-либо
взаимодействия клеток с СГА. Второе предполо-
жение заключается в разной скорости осаждения

Рис. 4. СЭМ-изображения МСК после одних суток культивирования в присутствии 5% частиц ГА.
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частиц различного происхождения и соотноше-
нии этой скорости со скоростью осаждения кле-
ток. Такой механизм, по-видимому, наиболее
объективно описывает полученные результаты.
При одновременном посеве клеток и СГА первы-
ми на поверхность культуральной чашки оседают
клетки, и наночастицы СГА покрывают клетки
после их распластывания. Поэтому с помощью
оптической и сканирующей электронной микро-
скопии можно наблюдать только поверхность
культуральной чашки, которая полностью по-
крыта частицами.

При одновременном внесении в культураль-
ную чашку МСК и НГА более тяжелые частицы
природного ГА первыми оседают на поверхность
чашки, а оседающие за ними клетки способны
“раздвинуть” частицы НГА. Разная скорость оса-
ждения частиц, полученных из разных источни-
ков, подтверждает данные БЭТ и СЭМ. Удельная
поверхность и объем пор у СГА более чем в 3 раза
меньше, чем при аналогичных параметрах для
НГА. Чем больше удельная поверхность частиц и
объем пор, тем меньше плотность, следователь-
но, более легкие частицы имеют меньшую ско-
рость осаждения. Очевидно, что эта скорость оса-
ждения меньше скорости осаждения самих
клеток. Выдвинутые предположения требуют
дальнейших исследований. На основании полу-
ченных результатов можно сделать вывод, что в
присутствии НГА количество жизнеспособных
клеток больше по сравнению с МСК, культиви-
руемых вместе с СГА.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 19-73-
30003).
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